The application of molecular biological methods for the identification of microorganisms in food matrices by Čakajdová, Martina
VYSOKÉ UČENÍ TECHNICKÉ V BRNĚ
BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY
FAKULTA CHEMICKÁ
ÚSTAV CHEMIE POTRAVIN A BIOTECHNOLOGIÍ
FACULTY OF CHEMISTRY
INSTITUTE OF FOOD SCIENCE AND BIOTECHNOLOGY
VYUŽITÍ MOLEKULÁRNĚ BIOLOGICKÝCH METOD
PŘI IDENTIFIKACI MIKROORGANISMŮ V
POTRAVINOVÝCH MATRICÍCH
THE APPLICATION OF MOLECULAR BIOLOGICAL METHODS FOR THE IDENTIFICATION OF
MICROORGANISMS IN FOOD MATRICES
BAKALÁŘSKÁ PRÁCE
BACHELOR'S THESIS
AUTOR PRÁCE MARTINA ČAKAJDOVÁ
AUTHOR
VEDOUCÍ PRÁCE Ing. ŠTĚPÁNKA TRACHTOVÁ, Ph.D.
SUPERVISOR
BRNO 2013
Vysoké učení technické v Brně
Fakulta chemická
Purkyňova 464/118, 61200 Brno 12
Zadání bakalářské práce
Číslo bakalářské práce: FCH-BAK0723/2012 Akademický rok: 2012/2013
Ústav: Ústav chemie potravin a biotechnologií
Student(ka): Martina Čakajdová
Studijní program: Chemie a technologie potravin (B2901) 
Studijní obor: Biotechnologie (2810R001) 
Vedoucí práce Ing. Štěpánka Trachtová, Ph.D.
Konzultanti:
Název bakalářské práce:
Využití molekulárně biologických metod při identifikaci mikroorganismů v potravinových matricích
Zadání bakalářské práce:
1. Vypracujte literární přehled k dané problematice
2. Popište použité experimentální metody
3. Vyhodnoťte získané výsledky
Termín odevzdání bakalářské práce: 10.5.2013
Bakalářská práce se odevzdává ve třech exemplářích na sekretariát ústavu a v elektronické formě
vedoucímu bakalářské práce. Toto zadání je přílohou bakalářské práce.
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Martina Čakajdová Ing. Štěpánka Trachtová, Ph.D. doc. Ing. Jiřina Omelková, CSc.
Student(ka) Vedoucí práce Ředitel ústavu
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -





Molekulárno-biologické metódy sú modernou náhradou metód založených na kultivácii. 
Pomocou molekulárno-biologických metód je možné detegovať aj poškodené bunky alebo 
bunky v stresových podmienkach. 
Cieľom bakalárskej práce bola detekcia mikroorganizmov v tabletách potravinových 
doplnkov Pangamin. DNA bola z reálnych vzoriek izolovaná pomocou magnetických častíc 
P(HEMA-co-GMA). Pomocou PCR a PCR v reálnom čase boli detegované baktérie rodu 
Lactobacillus a Bifidobacterium a kvasinky. 
ABSTRACT 
Molecular biological methods are modern compensation of cultivation-based methods. It is 
possible to detect damaged cells and cells in stress conditions by molecular biological 
methods. 
The aim of bachelor thesis was to detect microorganisms in brewing yeast tablets. DNA 
from real samples was isolated by magnetic microspheres P(HEMA-co-GMA). Bacteria of 
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Vedomosti o zložení mikrobiálnych komunít a ich potenciálne interakcie v potravinových 
matriciach sú rozhodujúce pri produkcii bezpečných a vysokokvalitných potravín. Subletálne 
poškodené bunky, prípadne bunky v stresových podmienkach často vyžadujú špecifické 
podmienky kultivácie. Niektoré konvenčné metódy naviac nie sú schopné tieto bunky 
detegovať. To je nevýhoda týchto metód. 
Tieto nedostatky dali základ k vývoju nových metód nezávislých na kultivácii. Prítomnosť 
mikroorganizmov v danom prostredí je možné skúmať molekulárnymi metódami. 
Molekulárne metódy umožňujú štúdium mikrobiálnych komunít a ich rôznorodosť v danom 
prostredí. V porovnaní s konvenčnými metódami sú všeobecne rýchlejšie, citlivejšie, oveľa 
špecifickejšie a presnejšie. Medzi najdôležitejšie z týchto molekulárnych metód patrí 
polymerázová reťazová reakcia (polymerase chain reaction – PCR) a metódy na nej založené, 
ktoré slúžia na detekciu nukleových kyselín. 
Monitorovanie zmien v mikrobiálnych populáciách umožňuje lepšie pochopenie a riadenie 
mikrobiálnych procesov i monitoring potenciálnych patogénov a probiotických 
mikroorganizmov. Tieto molekulárne metódy sú rovnako dobre uplatniteľné v potravinárstve 
a ekológii.  
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2 TEORETICKÁ ČASŤ 
2.1 Polymerázová reťazová reakcia 
Polymerázová reťazová reakcia (PCR) je často používaná, vysoko citlivá a rýchla 
molekulárne diagnostická metóda používaná v mikrobiológii potravín [1]. 
PCR je založená na cyklicky sa opakujúcej syntéze vybraného úseku deoxyribonukleovej 
kyseliny (deoxiribonucleic acid – DNA) v smere 5'→3'. K denaturovanej DNA sa pripoja 
priméry – krátke oligonukleotidy, od ktorých začína syntéza nového reťazca DNA 
katalyzovaná DNA-polymerázou. Postupným opakovaním cyklov PCR dochádza 
k exponenciálnemu nárastu až 109 kópií daného úseku DNA v približne 30 cykloch [1]. PCR 
má tri rôzne deje: 
 denaturácia dvojvláknových molekúl DNA (94 °C) 
 pripojenie primérov k oddeleným reťazcom DNA (50–65°C) 
 syntéza nových komplementárnych reťazcov DNA katalyzovaná DNA-
polymerázou (65–75 °C) [1]. 
Výsledným produktom PCR sú amplikóny – úseky DNA definovanej dĺžky (stovky až tisíc 
párov báz). Prítomnosť špecifických produktov PCR sa dokazuje agarózovou alebo 
polykarylamidovou gélovou elektroforézou. Na agarózovom géle je možné oddeľovať 
molekuly o veľkosti 100–50 000 párov báz (base pairs – bp), na polyakrylamidovom géle 10–
1 000 bp [1]. 
PCR je vysoko citlivá metóda – už jedna cudzorodá molekula spôsobuje kontamináciu. Pre 
minimalizáciu falošných výsledkov je preto nutné pracovať v sterilných podmienkach. 
PCR sa využíva pri detekcii a identifikácii baktérií a vírusov v potravinách. PCR sa 
používa aj v mnohých ďalších oblastiach. V prenatálnej diagnostike, populačnej genetike, pri 
detekcii a identifikácii patogénov v klinických vzorkách, pri určovaní pohlavia 
a v kriminalistike. 
PCR je veľmi rozšírená metóda a v dnešnej dobe existuje veľké množstvo metód na nej 
založených. Pre mikrobiológiu potravín sú dôležitými metódami mnohonásobná PCR, 
hniezdová PCR, PCR v reálnom čase, reverzne transkripčná PCR a fingerprintové metódy [1]. 
2.1.1 Mnohonásobná PCR 
Mnohonásobná PCR (multiplex-PCR) je alternatíva PCR, kde sa do reakčnej zmesi pridáva 
viac párov primérov rozoznávajúcich rôzne cieľové sekvencie. Tým je možné detegovať viac 
génov súčasne v jednej reakčnej zmesi. Pre súčasnú amplifikáciu všetkých produktov je 
dôležité optimalizovať reakčné podmienky. Amplifikované produkty sú dostatočne odlišnej 
dĺžky, preto sa dajú ľahko vizualizovať pomocou gélovej elektroforézy. 
Hlavnou výhodou mnohonásobnej PCR sú nižšie cenové náklady. Preto sa využíva pri 
vyhľadávaní zmien na dlhých úsekoch DNA, pri testovaní vzájomne nesúvisiacich oblastí na 
DNA a pre amplifikáciu vnútorných kontrol súčasne s analyzovanými vzorkami DNA [2]. 
2.1.2 Hniezdová PCR 
Hniezdová PCR [3] je známa aj pod názvom PCR využívajúca vonkajšie a vnútorné 
priméry, prípadne z angličtiny ako nested PCR. 
PCR využívajúca vonkajšie i vnútorné priméry a je v porovnaní s konvenčnou PCR viac 
špecifická. Pri typickom priebehu reakcie prebieha amplifikácia v dvoch krokoch. Prvý krok 
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zahŕňa 15–30 cyklov s jedným párom vonkajších primérov. Produkt (amplikón) z tohto kroku 
je prenesený do novej skúmavky, kde za prítomnosti vnútorných primérov prebieha druhá 
amplifikačná reakcia. Tá opäť prebieha v 15–30 cykloch. Po dokončení reakcie sú produkty 
PCR detegované pomocou elektroforézy. Prenos produktu medzi prvým a druhým krokom 
prináša možnosť kontaminácie vzorku, ale aj žiaduce nariedenie prípadných inhibítorov [2]. 
Pre hniezdovú PCR boli vyvinuté aj postupy pre reakciu v jednej skúmavke. Obsah prvého 
a druhého amplifikačného kroku je oddelený silnou vrstvou minerálneho oleja. Po prvej 
amplifikácii sú reakčné komponenty zmiešané mikrocentrifugáciou a obsah skúmavky je 
znovu amplifikovaný. 
Častejším postupom je použitie vnútorných a vonkajších primérov s výrazne odlišnou 
teplotou hybridizácie. Prvý krok s vonkajšími primérmi prebieha pri miernych podmienkach 
s 10–15 cyklami, nasleduje druhý krok s 15–30 cyklami pri vyššej teplote hybridizácie. 
V druhom kroku sa používajú vnútorné priméry, ktorých konce sú bohaté na guaninové 
a citozínové bázy. Tým je uprednostnená amplifikácia vnútorného produktu, ktorý je 
detegovaný elektroforézou [2]. 
2.1.3 PCR v reálnom čase 
PCR v reálnom čase (real-time PCR) je často používaná metóda vo výskumných, 
diagnostických a ďalších laboratóriách. Je to veľmi rýchla, ľahko reprodukovateľná a vysoko 
citlivá metóda. V porovnaní s konvenčnou PCR je doba reakcie kratšia a PCR v reálnom čase 
je citlivejšia. Dokáže detegovať už jednu molekulu DNA [4]. 
Na rozdiel od konvenčnej PCR, ktorá vyžaduje ukončenie reakcie k detekcii 
amplifikovanej DNA, PCR v reálnom čase využíva intenzitu signálu fluorescencie k detekcii 
a súčasnej kvantifikácii amplikónov v priebehu reakcie, v reálnom čase v každom cykle PCR 
[5]. Veľkosť fluorescenčného signálu je priamo úmerná koncentrácii amplikónu. Tento 
lineárny vzájomný vzťah medzi produktom PCR a intenzitou signálu sa využíva pri výpočte 
množstva DNA matrice prítomnej na začiatku reakcie [6]. Kvantifikácia produktov PCR 
prebieha na základe matematickej analýzy amplifikačných kriviek, ktoré vzniknú vynesením 
nameranej fluorescencie oproti príslušnému cyklu [7]. Na základe fluorescenčnej aktivity sa 
preto PCR delí do 3 fáz: 
 fáza pozadia (baseline): nedochádza v zaznamenateľnej zmene fluorescencie 
signálu produktu PCR 
 exponenciálna fáza: dochádza k exponenciálnemu rastu fluorescenčného signálu, 
trvá 4–8 cyklov 
 „plató“ fáza: dochádza k saturácii systému, množstvo amplifikovaného produktu sa 
už nemení, fluorescenčný signál zostáva konštantný. 
Veľmi dôležitým parametrom PCR v reálnom čase je hodnota kvantifikačného alebo 
prahového cyklu (quantification cycle – cq) [8]. Je to bod, v ktorom bola prvýkrát 
zaznamenaná štatisticky významná hodnota fluorescencie. Je nevyhnutné zistiť túto hodnotu, 
pretože je dôležitým parametrom pre zistenie množstva DNA vo vzorke [6]. Na základe 
lineárneho vzťahu medzi logaritmom počiatočného množstva templátu a cq hodnoty 
amplifikačnej krivky je založená metóda absolútnej kvantifikácie. Tá sa používa k detekcii 
špecifických molekúl DNA a stanovuje počiatočný počet kópií cieľovej DNA. Kalibračná 
krivka (séria štandardov so známou koncentráciou) slúži ku stanoveniu efektivity reakcie, 
presnosti, citlivosti a jej rozsahu. V prípade 100% účinnosti (r. e.) amplifikácie dochádza 
v každom cykle ku zdvojnásobeniu nárastu fluorescencie. Smernica krivky (M) má v prípade 
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100% účinnosti hodnotu −3,333 (rovnica 1) [7]. 












Prijateľné sú hodnoty smernice (M) v rozsahu −3,9 až −3,0, čo zodpovedá účinnosti 80–
110 %. Korelačný koeficient (R2) je meradlom presnosti reakcie. Tu sa prejavuje hlavne 
presnosť pipetovania. Výsledky sú považované za spoľahlivé, ak je hodnota R2 väčšia alebo 
rovná 0,985 [7]. Optimálne hodnoty kalibračnej krivky uvádza tabuľka 1. 





korelačný koeficient (R2) ± 0,99 
smernica kalibračnej krivky 
(M) 
−3,9 až −3,0 
účinnosť reakcie (r. e.) 80–110 % 
Ku kvantifikácii je možné použiť aj relatívnu kvantifikáciu, ktorá je založená na 
relatívnom zrovnaní génovej expresie skúmaného a referenčného génu (housekeeping gen). 
Relatívna kvantifikácia popisuje zmenu expresie skúmaného génu vo vzťahu k štandardu. Je 
založená na rozdielnej efektivite reakcie. 
Na meranie množstva amplikónov PCR v reálnom čase využíva fluorescenčné farbivá 
(SYBR Green) alebo fluorescenčné sondy (hydrolyzačné – TaqMan) [5, 8]. Fluorescenčné 
farbivá sa začleňujú do dvojzávitnice DNA a vtedy dochádza k výraznej fluorescencii. Tieto 
farbivá sú však nešpecifické a preto sa viažu do akejkoľvek dvojvláknovej DNA (double-
stranded DNA – dsDNA). Tým umožňujú tvorbu nešpecifických produktov, ktoré nie je 
možné rozoznať od špecifických. Naopak ich výhodou je jednoduchá manipulácia a finančná 
dostupnosť. Na rozdiel od farbív sú sondy vysoko špecifické a detegujú výhradne špecifické 
produkty. V prítomnosti špecifického produktu PCR sa naň sonda naviaže a dochádza 
k výraznému zvýšeniu fluorescencie. V neprítomnosti takéhoto produktu sonda nereaguje. Ich 
najväčšou nevýhodou je vysoká cena [6]. 
Pre kvantitatívnu PCR (quantitative PCR – qPCR) sa využívajú špeciálne cykléry 
s riadiacim a vyhodnocovacím programom schopné odčítať intenzitu fluorescencie. Väčšina 
zariadení pre qPCR umožňuje tiež analýzu krivky topenia (melting curve analysis). Analýza 
krivky topenia umožňuje porovnanie teplôt topenia amplifikovaných produktov po ukončení 
reakcie. Pretože rôzne molekuly dsDNA majú rôzne teploty topenia (v závislosti na množstve 
GC väzieb a dĺžke fragmentov) je možné pomocou analýzy detegovať prítomnosť 
špecifických i nešpecifických produktov PCR, vrátane dimérov primérov [9]. V prípade, že 
produkt PCR obsahuje iba špecifické produkty, je možné dosiahnuť jeden vrchol krivky 
topenia pri predpokladanej teplote (medzi 50 až 95°C). V prítomnosti nešpecifických 
produktov dochádza k vzniku viacerých vrcholov, obvykle pri nižšej teplote topenia ako 




Najväčšou nevýhodou tejto metódy je cena zariadenia – špeciálne cykléry sú ťažko 
dostupné (finančne nákladné) pre menšie laboratóriá. 
qPCR v reálnom čase má uplatnenie pri zisťovaní množstva fyziologicky dôležitých 
skupín baktérií (napríklad baktérií mliečneho kvasenia, probiotických baktérií). Je možné 
využiť ju aj pri kvantifikácii genómovej DNA, pri overení identity a kvality produktov PCR 
(analýza krivky topenia) a na priame stanovenie genotypu [4]. 
2.1.4 Reverzne transkripčná PCR 
Reverzne transkripčná PCR (Reverse Transcription PCR – RT-PCR) je metóda určená 
k amplifikácii mediátorovej ribonukleovej kyseliny (messenger ribonucleic acid – mRNA) 
[3]. Pretože ribonukleová kyselina (ribonucleic acid – RNA) nemôže slúžiť ako matrica pre 
PCR, produkty sú amplifikované iba vtedy, keď je RNA najskôr prevedená na 
komplementárnu DNA (complementary DNA – cDNA). Prevod RNA na cDNA sa odohráva 
pomocou retrovírovej spätnej transkriptázy. Komplementárna DNA je následne amplifikovaná 
pomocou PCR s dvoma špecifickými primérmi konvenčným postupom [2]. 
Nevýhodou spätnej transkriptázy je jej citlivosť na teplotu. Transkriptáza stráca funkčnosť 
už pri teplote 42 °C [2], preto je striktne nevyhnutné dodržanie teploty reverznej transkripcie. 
V dnešnej dobe sa pre RT-PCR využíva tiež termostabilná Tth DNA-polymeráza [2], ktorá je 
schopná previesť RNA na DNA pri teplote 72 °C. 
Výhodou tejto reakcie je možnosť optimalizovať samostatne transkripciu a samostatne 
PCR. Ďalšou výhodou je jednoduchá syntéza dlhých produktov o dĺžke až 11,7 kilobáz 
(kilobase – kb) [10]. RT-PCR tiež umožňuje identifikáciu vzácnych mRNA alebo malého 
množstva mRNA transkriptov s vysokou senzitivitou. Táto vlastnosť sa často využíva pre 
detekciu expresie vírových génov a umožňuje rozlíšenie medzi latentnými a aktívnymi 
bunkami [2]. 
2.2 Fingerprintové metódy 
Fingerprinting umožňuje analýzu mikroorganizmov a mikrobiálnych komunít založených 
na priamej analýze produktov PCR. 
Do tejto skupiny metód radíme denaturačnú gradientovú gélovú elektroforézu (denaturing 
gradient gel electrophoresis – DGGE), teplotnú gradientovú gélovú elektroforézu 
(temperature gradient gel electrophoresis – TGGE), analýzu jednovláknového konformačného 
polymorfizmu (single-strand conformation polymorphism – SSCP), náhodne amplifikovanú 
polymorfnú DNA (random amplified polymorphic DNA – RAPD), reštrikčnú analýzu 
amplifikovanej ribozomálnej DNA (amplified ribosomal DNA restriction analysis – ARDRA), 
polymorfizmus dĺžky terminálnych reštrikčných fragmentov (terminal restriction fragment 
length polymorphism – T-RFLP), analýzu heterogenity dĺžky amplifikačných fragmentov 
(length heterogeneity polymerase chain reaction – LH-PCR) a analýzu medzigénových 
medzerníkov (ribosomal intergenic spacer analysis – RISA). Všetky metódy sú založené na 
analýze rôznorodosti v dĺžke alebo v nukleotidových sekvenciách amplikónov. Všetky tieto 
metódy sú založené na PCR. 
Fingerprintové metódy sú veľmi rýchle a za určitých podmienok umožňujú analýzu 
viacerých vzoriek súčasne [5]. Metódy sa používajú hlavne na zistenie rozdielov medzi 
mikrobiálnymi komunitami ale dajú sa použiť aj pre taxonomickú identifikáciu 
mikroorganizmov. 
Fingerprinty z rôznych vzoriek DNA sú porovnávané pomocou zhlukovej analýzy (cluster 
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analysis – CA) za pomoci počítačových programov (Bionumerics). Porovnávajú sa 
príbuzenské vzťahy medzi mikroorganizmami. Podobnosti medzi vzorkami sa určujú 
napríklad pomocou Jaccardovho alebo Pearsonovho koeficientu. 
2.2.1 Denaturačná gradientová gélová elektroforéza a teplotná gradientová gélová 
elektroforéza 
Denaturačná gradientová gélová elektroforéza (DGGE) a teplotná gradientová gélová 
elektroforéza (TGGE) sú metódy skúmajúce rôznorodosť mikroorganizmov v komplexných 
vzorkách. 
Metódy DGGE a TGGE sa používajú na porovnanie mikrobiálnych komunít 
a monitorovanie dynamiky populácií. Častou voľbou pre fingerprinting je vďaka svojej dĺžke 
a rôznorodosti V3 región (variabilná oblasť v oblasti 16 S v ribozomálnej RNA – rRNA). 
DGGE/TGGE má tiež uplatnenie pri štúdiu rozmanitosti metabolicky aktívnych populácií. 
DGGE je založená na elektroforéze molekúl DNA (ampikónov) pripravených 
polymerázovou reťazovou reakciou. Molekuly DNA o dĺžke 200–700 bp [11] sa analyzujú na 
polyakrylamidovom géle s lineárnym denaturačným gradientom. Gradient u DGGE 
je zaistený rastúcou koncentráciou denaturačného činidla – zmes formaldehydu a močoviny. 
Teplotná gradientová gélová elektroforéza (TGGE) je založená na rovnakom princípe ako 
denaturačná, gradient je ale zaisťovaný rastúcou teplotou. 
Obe, DGGE i TGGE vyžadujú pripojenie GC-svorky k amplikónu (guanín-citozín) o dĺžke 
30–50 nukleotidov [5]. GC-svorky zamedzujú úplnú denaturáciu produktov PCR na 
jednotlivé vlákna počas elektroforézy. 
DGGE/TGGE deteguje rozdiely v sekvenciách v úsekoch produktov PCR po amplifikácii 
DNA so špecifickými primérmi (napríklad pre 16 S rRNA gén). 
Obe, DGGE i TGGE dokážu oddeliť molekuly DNA s rovnakou dĺžkou, ale rozdielnymi 
sekvenciami na základe rozdielnych elektroforetických mobilít. Molekuly s rôznymi 
mobilitami sa zastavia na rôznych miestach gélu. Molekula s vyšším počtom báz adenínu 
a tymínu (A a T) je denaturovaná rýchlejšie, preto sa v géle pohybuje menšou rýchlosťou ako 
nedenaturovaná molekula [12]. Elektroforetická mobilita závisí na dĺžke produktu, 
nukleotidovej sekvencii, ako aj na obsahu guanínu a citozínu. Za vhodne zvolených 
podmienok DGGE umožňuje sekvenčne špecifickú separáciu molekúl rovnakej dĺžky 
líšiacich sa jedinou bázou [2, 12]. 
2.2.2 Analýza jednovláknového konformačného polymorfizmu 
Analýza jednovláknového konformačného polymorfizmu (SSCP) je ďalšia metóda 
založená na rozdielnych elektroforetických mobilitách fragmentov DNA. SSCP je 
jednoduchšia a priamočiarejšia ako DGGE. Nevyžaduje použitie GC-svoriek, špeciálnu 
elektroforetickú aparatúru ani tvorbu gradientu [11]. 
SSCP je založená na elektroforetickej separácii fragmentov jednovláknovej DNA (single-
stranded DNA – ssDNA) na nedenaturujúcom polyakrylamidovom géle. Dokáže rozpoznať 
rozdiely v sekvenciách DNA, často už rozdiel v jednej báze. 
Vhodné úseky DNA sú pre SSCP pripravované pomocou PCR. Produkty PCR sú 
denaturované – z dvojvláknovej DNA (dsDNA) vzniká jednovláknová (ssDNA). 
Jednovláknové reťazce, ktoré sa líšia svojou sekvenciou (stačí v jednej báze) tvoria rozdielne 
sekundárne štruktúry s rozdielnou elektroforetickou mobilitou. To umožňuje ich oddelenie 
a vizualizáciu [5]. 
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Metóda je vhodná na sledovanie mutácií v malých úsekoch DNA o veľkosti 150–400 bp. 
Pri úsekoch DNA väčších ako 400 bp dochádza k renaturácii reťazcov DNA počas 
elektroforézy. 
SSCP sa používa k štúdiu mikrobiálnych komunít v rôznych matriciach (voda, pôda, 
potraviny). Tiež sa často používa pri analýzach mutácií a štúdiu genetickej variability [2]. 
2.2.3 Reštrikčná analýza amplifikovanej ribozomálnej DNA 
Reštrikčná analýza amplifikovanej ribozomálnej DNA (ARDRA) je relatívne jednoduchá 
fingerprintová a identifikačná metóda. ARDRA skúma zmeny sekvencií DNA prítomných 
v 16 S rRNA génoch amplifikovaných v PCR. 
Metóda je založená na štepení amplifikovanej ribozomálnej DNA. Produkt PCR je štepený 
pomocou rôznych reštrikčných endonukleáz a rozštiepené DNA fragmenty sú následne 
rozdelené na agarózovom alebo polyakrylamidovom géle. Jeden reštrikčný enzým obvykle 
neposkytuje dostatočné rozlíšenie [11]. Preto sa využíva viac reštrikčných enzýmov. Tie sa 
používajú buď oddelene alebo v kombinácii, aby sme získali požadovaný výsledok [1]. 
I v prípade, že ARDRA neposkytne dostatok informácií o mikroorganizmoch (MO) 
prítomných vo vzorke, je použiteľná pri sledovaní mikrobiálnych komunít v čase. Pomocou 
ARDRA je možné tiež porovnávať rozmanitosť mikrobiálnych komunít v závislosti na zmene 
prostredia [5]. Táto metóda sa dá použiť aj pri identifikácii jedinečných klonov a pri odhade 
tzv. operačne taxonomickej jednotky (operational taxonomic unit – OTU). Triedi organizmy 
na základe ich vzájomnej podobnosti [13]. 
2.2.4 Polymorfizmus dĺžky koncových reštrikčných fragmentov 
Polymorfizmus dĺžky koncových reštrikčných fragmentov (T-RFLP) je metóda 
umožňujúca detekciu mutácií v amplifikovanej DNA. 
Amplifikácia s použitím 5' flourescenčne značeného priméru počas PCR [9] je nasledovaná 
reštrikčným štepením produktov PCR za použitia reštriktáz. Keďže jeden reštrikčný enzým 
nepodáva dostatočný výsledok, bežne sa používa viac enzýmov. Koncové reštrikčné 
fragmenty (terminal restriction fragments – TRF's) sú rozdelené pomocou kapilárnej 
elektroforézy. Detegované sú iba fluorescenčne značené TRF's. Ich dĺžka poukazuje na 
zložitosť komunity, ktorá je vizualizovaná pomocou elektroforeogramu. 
Detekcia pomocou T-RFLP je veľmi citlivá a vysokovýkonná. Preto má dobré uplatnenie 
pri výskumoch, ktoré pracujú s veľkým počtom vzoriek (napr. pri skúmaní priestorových 
a časových zmien v komunitách). Umožňuje analýzu celých mikrobiálnych komunít 
a štúdium ich rôznorodosti. Rôznorodosť komunity je odhadovaná s využitím analýzy 
elektroforeogramu – pomocou veľkosti, počtu a výšky vrcholov koncových reštrikčných 
fragmentov. 
2.2.5 Analýza ribozomálnej medzerníkovej oblasti 
Analýza ribozomálnej medzerníkovej oblasti je známa aj ako ribotypizácia. Využíva PCR 
amplifikáciu medzigénových medzerníkov (intergenic spacer region – ISR) prítomných medzi 
malou (16 S) a veľkou (23 S) ribozomálnou podjednotkou. Medzigénové medzerníky 
vykazujú výraznú rôznorodosť v dĺžke, i nukleotidovej sekvencii. Pohybujú sa medzi 400 bp 
a 1 200 bp [11]. 
Rozdiely vo veľkosti medzigénových oblastí sa využívajú na subtypizáciu baktérií, alebo 
v prípade, kde fingerprinting ribozomálnych sekvencií nedáva dostatočné výsledky. Za 
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použitia primérov hybridizujúcich v oblastiach 16 S a 23 S rRNA génov môže byť 
analyzovaná väčšina baktérií. RISA sa tiež používa pri špecifickom profilovaní komunít [5]. 
Automatizovaná analýza ribozomálnej medzerníkovej oblasti (Automated ribosomal 
intergenic spacer analysis – ARISA) vyžaduje prítomnosť fluorescenčne značených primérov 
[5]. Amplikóny (úseky ISR) sú tu detegované laserovým detektorom. Dôležité je použiť 
vhodné priméry rešpektujúce univerzálnosť a jedinečnosť daného organizmu [11]. 
ARISA umožňuje súčasnú analýzu väčšieho množstva vzoriek. Jedná sa o veľmi efektívnu 
a citlivú metódu slúžiacu k rozpoznaniu rozdielov medzi bakteriálnymi komunitami [5]. 
2.2.6 Analýza heterogenity dĺžky amplifikačných fragmentov 
Analýza heterogenity dĺžky amplifikačných fragmentov (length heterogeneity PCR – LH-
PCR) je rýchla, jednoduchá a ľahko opakovateľná fingerprintová metóda. 
Je veľmi podobná metóde T-RFLP. Rozdiel je v tom, že pri LH-PCR sú mikroorganizmy 
rozlišované v závislosti na prirodzenej mnohotvárnosti dĺžok v 16 S rRNA génoch. 
K mnohotvárnosti dochádza vďaka génovým mutáciám. Amplikóny analyzované LH-PCR 
vyžadujú vysoko variabilné oblasti prítomné v 16 S rRNA génoch. Vďaka nim dávajú 
charakteristický profil. Variabilná oblasť je amplifikovaná za použitia fluorescenčne 
značených primérov (5'–3' primér). Intenzita maxima v elektroforeograme je úmerná 
relatívnemu výskytu príslušného amplikónu. 
Výhodou použitia LH-PCR oproti T-RFLP je v tom, že LH-PCR nevyžaduje reštrikčné 
štiepenie a preto môže byť produkt PCR priamo analyzovaný fluorescenčným detektorom [5]. 
Limitáciou LH-PCR je skutočnosť, že nie je schopná odlíšiť maximá amplikónov 
zmesných vzoriek. Problémom je aj to, že fylogeneticky odlišné mikroorganizmy môžu tvoriť 
amplikóny s rovnakou dĺžkou. 
Často sa LH-PCR používa v kombinácii s analýzou metylesterov mastných kyselín (fatty 
acid methyl ester analysis – FAME). Táto kombinácia sa osvedčila pri výskume 
mikrobiálnych komunít hlavne v pôdnych vzorkách, ktoré sa líšia dobou a spôsobom 
nakladania pri spracovaní [5]. 
2.2.7 Náhodne amplifikovaná polymorfná DNA 
Náhodne amplifikovaná polymorfná DNA (RAPD) je metóda pre tvorbu genómového 
fingerprintu pri druhoch, kde nie je známa sekvencia, ktorú budeme amplifikovať [12]. Bola 
nezávisle popísaná aj ako fingerprinting amplifikovanej DNA (DNA amplification 
fingerprinting – DAF) [2]. 
RAPD používa amplifikáciu s krátkym primérom – obvykle 10 nukleotidov [5], ktorý 
nasadá na viacerých miestach DNA pri nízkej teplote hybridizácie (zvyčajne ≤ 35°C [5]). 
Dochádza k amplifikácii úsekov o rôznej dĺžke (maximálne 2 000 bp). Tie sú následne 
separované na agarózovom alebo polyakrylamidovom géle v závislosti na zložitosti 
mikrobiálnych komunít. 
RAPD je rýchla a jednoduchá. Je to metóda vhodná pre fingerprinting. Jej najväčšími 
výhodami sú jednoduchosť prevedenia, rýchlosť a malá nákladnosť. Umožňuje získať 
fingerprinty umožňujúce odhaliť odlišnosť medzi druhmi. Vďaka tomu sa často používa pre 
fingerprinting príbuzných druhov baktérií. RAPD je veľmi citlivá na experimentálne 
podmienky (napr. hybridizačná teplota, koncentrácia Mg2+), na kvalitu a množstvo 
templátovej DNA a primérov [5]. 
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2.3 Fluorescenčná in situ hybridizácia 
Fluorescenčná in situ hybridizácia (fluorescence in situ hybridization – FISH) je ďalšou 
metódou používanou pri identifikácii a kvantifikácii individuálnych mikrobiálnych buniek. 
Dovoľuje detekciu jednotlivých úsekov nukleových kyselín v rôznych typoch biologických 
vzoriek. FISH spája jednoduchosť mikroskopického pozorovania a špecifickosť DNA 
hybridizácie [5]. 
FISH je založená na hybridizácii značených jednoreťazcových DNA sond s druhovo 
špecifickými oblasťami RNA bakteriálnych ribozómov (často 16 S rRNA). 
FISH sondy majú veľkosť 18–30 nukleotidov a na 5' konci majú naviazané fluorescenčné 
farbivo [5]. To umožňuje rozpoznanie sondy zviazanej s bunkovou rRNA pomocou 
fluorescenčného mikroskopu. Intenzita signálu je úmerná obsahu bunkovej rRNA. Analýza je 
tiež možná pomocou prietokovej cytometrie – bioanalytická metóda umožňujúca meranie 
množstva fyzikálnych a chemických vlastností bunkových suspenzií [14], [11]. 
Nevýhodou FISH je nižšia citlivosť ako pri PCR a nedostatočná automatizácia pri väčšom 
počte vzoriek. 
FISH slúži na detekciu jednotlivých buniek a analýzu zmiešaných populácií. Molekulárne 
sondy slúžia na rozlíšenie špecifických pododdelení niektorých baktérií (Proteobacteria, 
Planktomycéty) [5]. 
2.4 DNA mikročipy 
Technológia DNA mikročipov (DNA array technology alebo DNA microarrays) je jednou 
z najnovších metód pre identifikáciu veľkého množstva neznámych sekvencií DNA v jednom 
čipe. Podáva vyčerpávajúci prehľad o mikrobiálnych komunitách v danej vzorke [11]. 
Mikročipy používané k identifikácii mikroorganizmov využívajú charakteristické krátke 
úseky nukleových kyselín (oligonukleotidy – molekulárne sondy) [11]. 
V závislosti na použitých sondách môžeme technológiu mikročipov rozdeliť do dvoch 
skupín: mikročipy 16 S rRNA génov a mikročipy funkčných génov (functional gene arrays –
 FGA) [5]. 
Mikročipy 16 S rRNA génov (PhyloChips) sa používajú pre rýchle profilovanie 
mikrobiálnych komunít. Tieto čipy sa používajú pri detekcii prokaryot – umožňujú 
simultánnu detekciu baktérií a archeí [5]. 
Mikročipy funkčných génov (FGA) sú navrhnuté na skúmanie špecifických metabolických 
skupín baktérií. Využívajú sa tiež pri skúmaní väzieb medzi zložením mikrobiálnej komunity 
a jej funkciou v ekosystéme. 
Počas tejto analýzy sú produkty PCR hybridizované priamo na molekulárne sondy, ktoré 
sú na mikročipe. Produkty PCR musia byť fluorescenčne značené. Po hybridizácii je 
pozitívny signál snímaný mikroskopickým skenovaním konfokálnym laserom (laserom 
so spoločným ohniskom) [5]. 
Metóda DNA mikročipov bola navrhnutá rovnako pre štúdium génovej expresie. Preto, že 
signál hybridizácie je úmerný množstvu DNA, táto metóda podáva aj informácie o jej 
množstve. DNA mikročipy našli uplatnenie pri identifikácii patogénov a mikroorganizmov 
životného prostredia [11]. 
Najväčšou výhodou DNA mikročipov je ich schopnosť prekonať limitácie ostatných 
fingerprintových metód, hlavne množstvo súčasne skúmaných vzoriek počas jednej analýzy. 
Obmedzenia DNA čipov sú v skríženej hybridizácii. Mikročipy sú tiež nepoužiteľné pri 
identifikácii a detekcii nových prokaryotických organizmov. 
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2.5 Sekvenovanie 
Cieľom sekvenovania DNA je stanovenie primárnej štruktúry, tj. poradia nukleotidov 
v molekulách DNA. Metódy slúžiace k rýchlemu a spoľahlivému stanoveniu nukleotidov 
hrajú dôležitú úlohu v analýze genómu. 
Znalosť sekvencií DNA nie je dôležitá len pri skúmaní mutácií, ale dopomohla napríklad aj 
k rozvoju PCR, ktorá je závislá na znalosti sekvencií DNA. 
V DNA sekvenovaniu sa používajú 2 metódy: chemická a enzýmová. Hoci sú tieto metódy 
principiálne odlišné, základnou požiadavkou je príprava molekúl s presne definovanými 
koncami. Ako štartovací materiál pre sekvenciu DNA sa používajú reštrikčné fragmenty 
naklonované vo vhodnom vektore, alebo fragmenty získané pomocou PCR. 
Jednou z moderných a veľmi presných sekvenovacích metód je enzýmová metóda 
pyrosekvenovania. Je to bioluminometrická metóda v reálnom čase [15]. Táto metóda 
nevyžaduje použitie značených primérov alebo značených nukleotidov, dokonca nie je 
potrebné delenie produktov reakcie elektroforézou [2]. 
Pyrosekvenovanie je metóda založená na enzymatickej syntéze DNA, pri ktorej sa 
uvoľňuje pyrofosfát (PPi) [15]. V zmesi pre pyrosekvenovanie je nevyhnutná prítomnosť 
väčšieho množstva enzýmov. Okrem DNA-polymerázy je to ATP-sulforyláza, luciferáza 
a apyráza. Dôležitá je aj prítomnosť substrátov adenozin 5'-fosfosulfát (APS) a luciferín [2]. 
Do tejto reakčnej zmesi sú následne pridávané všetky 2'-deoxynukleotid-5'-trifosfáty 
(dNTP) – dATP, dGTP, dCTP, dTTP. Ak sa v matricovej molekule vyskytuje komplementárna 
báza, DNA-polymeráza umožní začlenenie nukleotidov k reťazcu priméru. Po začlenení je 
emitované viditeľné svetlo spôsobené uvoľnením pyrofosfátu. Množstvo svetla je úmerné 
množstvu zabudovaných nukleotidov. Toto svetlo je snímané pomocou detektora fotónov. 
Sekvencia je následne odčítaná z pyrogramu (vyhodnotenie detekcie fotónov) [2]. Ak sa 
v zmesi nenachádza reťazec priméru, dNTP sú degradované apyrázou. Pysesekvenovanie beží 
rýchlosťou 5 Gbp za týždeň. Dĺžka stanovenej sekvencie je okolo 400–500 bp [16]. Rovnako 
prebytočné dNTP, ktoré sa nezačlenia do priméru sú degradované apyrázou. 
Dnes sa používajú dve rozdielne techniky pyrosekvenovania. Buď v roztoku, alebo na 
pevnej fáze, kde sa využíva imobilizovaná DNA. 
Pyrosekvenovanie sa používa k overeniu sekvencií krátkych fragmentov DNA 
a k identifikácii jednonukleotidových polymorfizmov v genómoch. Táto flexibilná a presná 
metóda umožňuje ľahkú automatizáciu a možnosť paralelného spracovania veľkého množstva 
vzoriek [15].  
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3 CIEĽ PRÁCE 
Cieľom teoretickej časti bakalárskej práce bolo zhrnúť nekultivačné metódy založené na 
amplifikácii DNA, ktoré sa využívajú pri detekcii mikroorganizmov v potravinách. 
Cieľom praktickej časti práce bola analýza potravinových doplnkov pivovarských kvasníc 
Pangamin. Jednotlivé kroky analýzy boli nasledujúce: 
 príprava vzoriek tabliet pre analýzu 
 príprava hrubého lyzátu buniek 
 izolácia DNA pomocou magnetických nosičov 
 stanovenie koncentrácie a čistoty DNA 
 preukázať vo výrobku prítomnosť mikroorganizmov pomocou PCR metód 
 konvenčná PCR 
 PCR v reálnom čase.  
18 
4 MATERIÁL 
4.1 Potravinové doplnky – tablety pivovarských kvasníc Pangamin 
K izolácii DNA boli použité rôzne druhy potravinových doplnkov Pangamin s rôznym 
dátumom spotreby. Charakteristika výrobkov je uvedená v tabuľke 2. 
Tabuľka 2 Zoznam analyzovaných výrobkov 
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14. 10. 2004 
4.2 Bakteriálne kultúry a DNA 
Kontrolné DNA boli izolované z bakteriálnych kmeňov Lactobacillus gasseri K7 
získaného zo zbierky mikroorganizmov, Chair of Dairy Science, Biotechnical Faculty, 
University of Ljubljana, Slovinsko a kmeň kvasiniek Saccharomyces cerevisiae 21-21-16 od 
Ing. Štepánky Trachtovej, Ph.D. z FCH, VUT v Brne. 
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4.3 Magnetické častice 
Magnetické nosiče Fkol 135 ox P(HEMA-co-GMA) boli pripravené Ing. D. Horákom, 
CSc. Z Ústavu makromolekulárnej chémie Akadémie vied ČR v Prahe. 
Charakteristika magnetických častíc, typ polyméru, obsah Fe v jadre, priemer jadra a index 
polydisperzity (pomer hmotnosti a počtu častíc o priemernej veľkosti – PDI) sú uvedené 
v tabuľke 3. 






priemer častice [µm] PDI 
Fkol 135 ox P(HEMA-co-GMA) 6,6 2,61 1,0 1,04 
4.4 Chemikálie a roztoky 
Chemikálie a roztoky boli pripravené podľa publikácie doc. Španovej a doc. Ritticha [1]. 
4.4.1 Zoznam všetkých chemikálií 
 10× reakčný pufor kompletný (Top-Bio, Praha, ČR) 
 Agaróza pre elektroforézu (Serva, Heidelberg, SRN) 
 Destilovaná voda (FCH VUT, Brno, ČR) 
 DNA štandard Malamité (Malamité, Moravské Prusy, ČR) 
 Dodecylsulfát sodný (SDS) (Sigma, St. Louis, USA) 
 Etanol, 70% (Penta, Chrudim, ČR) 
 Etanol, 96 % (Penta, Chrudim, ČR) 
 Etídiumbromid (Sigma, St. Louis, USA) 
 Fenol (Sigma, St. Louis, USA) 
 Chlorid sodný (Sigma, St. Louis, USA) 
 Chloroform (Lachema, Brno, ČR) 
 Izoamylalkohol (Lachema, Brno, ČR) 
 Kyselina etyléndiamíntetraoctová (EDTA) (Sigma, St. Louis, USA) 
 Lyzozým p. a. (Reanal, Budapešť, Maďarsko) 
 Ľadová kyselina octová (Penta, Chrudim, ČR) 
 Nanášací pufor Yellow load (Top-Bio, Praha, ČR) 
 Octan sodný (Lachema, Brno, ČR) 
 PCR voda (Top-Bio, Praha, ČR) 
 Polyetylénglykol (PEG) 6 000, (Sigma, St. Louis, USA) 
 Proteináza K p. a. (Sigma, St. Louis, USA) 
 qPCR 2× SYTO-9 Master-mix (Top-Bio, Praha, ČR) 
 Sladina (pivovar Starobrno) 
 Taq DNA polymeráza 1.1, 1 U/μl (Top-Bio, Praha, ČR) 
 Tekuté MRS médium (de Man, Rogosa a Sharpe), (Oxford, Veľká Británia) 
 Tekuté MRS médium s cysteínom (Oxford, Veľká Británia) 
 Tris-HCl (Penta, Chrudim, ČR) 
 Zmes dNTP, 10 mM (Top-Bio, Praha, ČR) 
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4.4.2 Médiá pre kultiváciu mikroorganizmov 
 Tekuté MRS médium 
 Tekuté MRS médium 
0,5 g/l cysteínu sa pridalo po vychladnutí do vysterilizovaného média, sterilizácia 
prebehla v autokláve (121 °C/15 min.). 
 Sladina 
200 ml sladinového extraktu bolo zriedených vodou na cukornatosť 7 °NM. 
Uhličitanom sodným bolo upravené pH na 6,8. Médium bolo sterilizované 
v autokláve (121 °C/20 min.). 
4.4.3 Lýza buniek 
 Destilovaná voda 
 Kyselina etyléndiamíntetraoctová, 0,5 M, pH 8,0 
186,1 g EDTA bolo rozpustených v 800 ml destilovanej vody za súčasného 
zahrievania na 68 °C. pH bolo upravené na 8,0. Roztok bol doplnený na objem 1 l 
destilovanou vodou a sterilizovaný v autokláve (121°C/20 min). 
 Tris-HCl, 1 M, pH 7,8 
12,1 g Tris-bázy bol rozpustených v 70 ml destilovanej vody. pH bolo upravené na 
7,8. Roztok bol doplnený destilovanou vodou na 100 ml a sterilizovaný v autokláve 
(121°C/20 min). 
 Roztok A 
Sterilne bol zmiešaný 1 ml 1 M Tris-HCl (pH 7,8) s 1 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) 
a 98 ml destilovanej vody. 
 Lyzačný roztok B 
K  roztoku A bol pridaný lyzozým s výslednou koncentráciou 3 mg/ml. 
 Dodecylsulfát sodný, 20% 
20 g SDS bolo rozpustených v 80 ml sterilnej destilovanej vody. pH bolo upravené 
na 7,8 a roztok bol doplnený destilovanou vodou do 100 ml. 
 Proteináza K p. a. (100 µg/ml) 
1 mg proteinázy K bol rozpustený v 10 ml destilovanej vody, rozdelený do 
alikvotných častí a uchovávaný pri teplote −20°C. 
4.4.4 Izolácia DNA pomocou magnetických častíc 
 Polyetylénglykol 6 000, 40% 
40 g PEG 6000 bolo rozpustených v 60 ml sterilnej destilovanej vody. Roztok bol 
doplnený destilovanou vodou na 100 ml a sterilizovaný v autokláve 
(121°C/20 min). 
 Chlorid sodný, 5 M 
58,4 g NaCl bolo rozpustených v 150 ml destilovanej vody. Roztok bol doplnený 
destilovanou vodou na 200 ml a sterilizovaný v autokláve (121°C/20 min). 
 Etanol, 70% 
Bol pripravený riedením z 96 % etanolu. 
 Tris-EDTA pufor (TE pufor), pH 7,8 
Roztok bol pripravený sterilne zo zásobných roztokov 1 M Tris-HCl (pH 7,8) 
a 0,5 M EDTA (pH 8,0). Bol zmiešaný 1 ml Tris-HCl (pH 7,8), 200 μl EDTA 
(pH 8,0) a 98 ml sterilnej destilovanej vody. 
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4.4.5 Izolácia DNA pomocou fenolovej extrakcie 
 Fenol 
Destilovaný fenol nasýtený v TE pufre, pH 7,8. 
 CIZ 
Zmes chloroformu a izoamylalkoholu v pomere 24:1. 
 Octan sodný, 3 M (pH 5,2) 
V 800 ml destilovanej vody bolo rozpustených 408,1 g trihydrátu octanu sodného. 
Ľadovou kyselinou octovou bolo upravené pH na hodnotu 5,2. Roztok bol 
doplnený destilovanou vodou do 1 000 ml, rozdelený do alikvotných podielov 
a sterilizovaný v autokláve (121 °C, 20 minút). 
 Etanol, 96 % 
4.4.6 Komponenty pre konvenčnú PCR a pre PCR v reálnom čase 
 PCR voda 
 10× reakčný pufor kompletný 
zloženie: 750 mM Tris-HCl, pH 8,8 (pri 25 °C), 200 mM (NH4)2SO4, 0,1% Tween 
20, 25 mM MgCl2 
 Zmes dNTP, 10 mM 
 Taq DNA polymeráza 1.1, 1 U/μl 
 Priméry 
F_eub a R_eub [17],  LbLMA 1 a R 16-1 [18],  F all bif a R all bif [19],  Oli-F 
a Oli-R [20] 
 qPCR 2× SYTO-9 Master-mix 
4.4.7 Gélová elektroforéza 
 Agaróza pre elektroforézu5× Tris-borát-EDTA pufor (TBE pufor) 
54 g Tris-bázy a 27,5 g kyseliny boritej bolo rozpustených v 600 ml destilovanej 
vody. Následne bolo pridaných 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) a doplnené 
destilovanou vodou do 1 l. Nariedenie roztoku pred použitím 10× na výslednú 
koncentráciu 0,5× TBE. 
 Roztok etídiumbromidu 
100 μl roztoku etídiumbromidu (0,5 µg/ml) bolo zriedených 500 ml destilovanej 
vody. 
 DNA štandard Malamité  
100 bp rebríček obsahujúci DNA fragmenty o veľkosti 100, 200, 300, 400, 500, 
600, 700, 800, 900, 1 000 a 1 200 bp. 
 Nanášací pufor Yellow load 
6× koncentrovaný, roztok s vysokou hustotou a s obsahom farbiva Oranž G. 
4.5 Pomôcky a prístroje 
 Analytické váhy Kern ew (Novoť, SK) 
 Centrifúga MINI Spin 13 400 min−1 (Eppendorf, Nemecko) 
 Digitálny fotoaparát Casio Exiilim (Casio Computer co.Ltd, USA) 
 Eco Real-Time PCR system (Illumina, USA) 
 Elektroforetická vana Owl D2 Wide Gel System (Thermo Scientific Owl 
Separation Systems, USA) 
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 Elektronické pipety pre rôzne objemy (Eppendorf, Nemecko) 
 Laboratórne váhy B0430 (Ohaus, USA) 
 Magnetický separátor Dynal (Oslo, Norsko) 
 Mikrovlnná rúra EMW 5 020 (SENCOR, ČR) 
 Minicycler PTC-100 (MJ Research, Watertown, USA) 
 Nanodrop ND-2 000/2 000c (Thermo Scientific, USA) 
 PCR cyklér DNA thermo cycler RotorGene 6000 (Corbett Research, Austrália) 
 Termostat – Mini incubator (Labnet, USA) 
 UltraLum EB-20E UV transilluminator (Paramount, USA) 




Postup práce bol prevzatý zo skrípt doc. Španovej a doc. Ritticha [1], s čiastočnými 
úpravami podľa Ing. Štepánky Trachtovej, Ph.D. 
5.1 Kultivácia mikroorganizmov 
5.1.1 Rod Lactobacillus 
10 ml tekutého MRS média bolo zaočkovaných 100 µl bakteriálnej kultúry Lactobacillus 
gasseri K7 uchovávanej pri −80 °C v 15% glycerole. Kultivácia prebehla aeróbne na MRS 
médiu v termostate pri 37 °C/24 hodín. 
Kultúra v tekutom živnom médiu bola použitá k izolácii DNA, k príprave kalibračnej 
krivky a ako pozitívna kontrola pre PCR a PCR v reálnom čase. 
5.1.2 Rod Saccharomyces 
50 ml tekutého média – sladiny bolo zaočkovaných 5 ml kultúry kvasiniek Saccharomyces 
cerevisiae 21-21-16. Kultivácia prebehla aeróbne v termostate pri 28 °C/24 hodín. 
Kultúra v tekutom živnom médiu bola použitá k izolácii DNA, k príprave kalibračnej 
krivky a ako pozitívna kontrola pre PCR a PCR v reálnom čase. 
5.2 Izolácia DNA z tabliet 
5.2.1 Príprava hrubého lyzátu buniek z reálnych vzoriek 
 tablety boli sterilne odobrané, rozdrvené a zvážené 
 k 1 tablete výrobku bolo pridaných 5 ml roztoku A a tableta bola rozpúšťaná cez 
noc 
 suspenzia bola centrifugovaná pri 15 000 ot./3 min 
 supernatant bol odliaty, k sedimentu bol pridaný 1 ml lyzačného roztoku B, zmes 
bola resuspendovaná a inkubovaná pri laboratórnej teplote 1 hodinu 
 po inkubácii bolo ku vzorku pridaných 50 μl 20% SDS a 5 μl proteinázy K 
(100 μg/ml) 
 vzorky boli inkubované v termostate pri teplote 55 °C do druhého dňa 
 vzorky boli následne zmrazené a rozmrazené 
5.2.2 Príprava hrubého lyzátu buniek z kontrolných kmeňov 
 1 ml kultúry v tekutom živnom médiu bol zcentrifugovaný pri 15 000 ot./3 min 
 supernatant bol odliaty a k sedimentu bol pridaný 1 ml roztoku A 
 zmes bola resuspendovaná a centrifugovaná pri 15 000 ot./3 min 
 supernatant bol odliaty, k sedimentu bol pridaný 1 ml lyzačného roztoku B, zmes 
bola resuspendovaná a inkubovaná pri laboratórnej teplote 1 hodinu 
 po inkubácii bolo ku vzorku pridaných 50 μl 20% SDS a 5 μl proteinázy K 
(100 μg/ml) 
 vzorky boli inkubované v termostate pri teplote 55 °C do druhého dňa 
5.2.3 Izolácia DNA z hrubého lyzátu buniek pomocou magnetických častíc 
 k izolácii DNA bolo použitých 100 µl hrubého lyzátu 
 k izolácii bakteriálnej DNA bol použitý magnetický nosič Fkol 135 ox (tabuľka3) 
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o koncentrácii 2 mg/ml v prostredí 16% polyetylén glykolu (PEG) a 2 M NaCl 
 zmes pripravená podľa tabuľky 4 bola inkubovaná 15 minút pri laboratórnej teplote 








1. 5 M NaCl 400 
2. hrubý lyzát buniek 100 
3. 40% PEG 6 000 400 
4. magnetické častice (2 mg/ml) 100 
 častice s naviazanou DNA boli odseparovávané pomocou magnetického separátoru 
pri laboratórnej teplote po dobu 15 minút 
 supernatant bol odpipetovaný a magnet bol odstránený z magnetického pásu 
 skúmavka s magnetickým nosičom a naviazanou DNA bola premytá 1 ml 70 % 
etanolu 
 častice s naviazanou DNA boli odseparovávané pomocou magnetického separátoru 
pri laboratórnej teplote po dobu 2 minút 
 skúmavky boli ponechané v horizontálnej polohe a sušené pri laboratórnej teplote 
do vyprchania etanolu 
 DNA bola eluovaná do 50 μl TE pufru s pH 7,8 pri laboratórnej teplote po dobu 
15 minút 
 častice boli odseparovávané pomocou magnetického separátoru pri laboratórnej 
teplote po dobu 2 minút 
 eluovaná DNA bola odpipetovaná do čistej skúmavky a použitá pre PCR 
a agarózovú gélovú elektroforézu 
5.2.4 Izolácia DNA z hrubého lyzátu buniek fenolovou extrakciou 
 k 500 μl hrubého lyzátu bolo pridaných 500 μl fenolu 
 zmes bola kývavým pohybom premiešavaná 4 minúty a centrifugovaná pri 
15 000 ot/3 min 
 následne bola odobraná horná vodná fáza do čistej eppendorfky 
 k vodnej fáze bolo pridaných 700 μl CIZ a zmes bola kývavým pohybom 
premiešavaná 4 minúty 
 zmes bola centrifugovaná pri 15 000 ot/3 min 
 vodná fáza bola odobraná do čistej eppendorfky 
 ku vzorke bola pridaná 1/20 objemu 3 M octanu sodného a zmes bola premiešaná 
 ku vzorke bolo pridaných 800 μl vymrazeného 96% etanolu a zmes bola 
premiešaná 
 DNA bola vyzrážaná 15 min pri −20 C 
 zmes bola centrifugovaná pri 15 000 ot/3 min v chladenej centrifúge 
 supernatant bol zliaty a skúmavky so sedimentom boli ponechané v horizontálnej 
polohe a sušené pri laboratórnej teplote do vyparenia etanolu 
 DNA bola eluovaná do 50 μl TE pufru cez noc 
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5.3 Agarózová gélová elektroforéza DNA 
 bol pripravený 0,8% agarózový gél (0,8 g agarózy, 100 ml 0,5× TBE pufru), ktorý 
následne tuhol 30 minút 
 bolo zmiešaných 15 μl DNA s 3 μl nanášacieho pufru a celá zmes bola nanesená na 
gél 
 vanička s gélom bola prevrstvená 0,5× TBE pufrom a bol zapnutý zdroj napätia 
(80 V/1 hodinu) 
 po skončení elektroforézy bol gél ponechaný v etídiumbromide (0,5 μl/ml) po dobu 
30 minút 
 gél bol opláchnutý v destilovanej vode, umiestnený na transiluminátor 
a vyfotografovaný 
5.4 Stanovenie koncentrácie a čistoty izolovanej DNA 
Koncentrácia a čistota izolovanej DNA bola stanovená spektrofotometricky za využitia 
NanoPhotometra
TM
. Na meranie koncentrácie izolovanej DNA bol použitý Lid faktor 10 
(objem nanášaných vzoriek bol 3 µl). Ako referenčná vzorka bol použitý TE pufor. 
Absorbancia bola meraná v rozmedzí vlnových dĺžok 230 až 320 nm. Koncentrácia DNA bola 
stanovená z hodnoty absorbancie pri 260 nm. 
5.5 Konvenčná polymerázová reťazová reakcia 
Všetky komponenty pre PCR boli pred použitím skontrolované, opatrne premiešané 
a scentrifugované. Zmes PCR komponent (Master-mix) pre PCR bola pripravená v závislosti 
na tabuľke 5. 
Po pridaní každej zložky bola zmes dobre premiešaná. Výsledný objem zmesi pre PCR bol 
25 μl. Sekvencie použitých primérov sú uvedené v tabuľke 6. 
Ako DNA matrica bola použitá purifikovaná DNA jednotlivých vzoriek o koncentrácii 
10 ng/μl pre doménu Bacteria a neriedená DNA pre rody Lactobacillus, Bifidobacterium 
a kvasinky. U negatívnej kontroly bolo namiesto matrice DNA pridané ekvivalentné množstvo 
vody. U pozitívnej kontroly bola ako matrica DNA použitá DNA zo zbierkového kmeňa 
príslušného rodu nariedená na 10 ng/µl. PCR zmes bola následne vložená do cykléru a bol 
spustený príslušný program uvedený v tabuľke 7. 












objem komponent [μl] 









0,5 0,5 0,5 1 
4. 
primér F 














objem komponent [μl] 
5. 
primér R 







0,5 0,5 0,5 1 
7. DNA matrica 1 5 5 1 
Tabuľka 6 Priméry pre špecifickú PCR 
špecifická 
PCR 







F_eub TCC TAC GGG AGG CAG CAG T 
466 [17] 
R_eub 




LbLMA 1 CTC AAA ACT AAA CAA AGT TTC 
250 [18] 
R 16-1 CTT GTA CAC ACC GCC CGT CA 
rod 
Bifidobacterium 
F all bif GGG ATG CTG GTG TGG AAG AGA 
231 [19] 
R all bif TGC TCG CGT CCA CTA TCC AGT 
celkové 
kvasinky 
Oli-F CGT CAT AGA GGG TGA GAA TCC 
152 [20] 
Oli-R ACT TGT TCG CTA TCG GTC TC 












pred prvým cyklom 
95°C/5 min 95°C/5 min 95°C/5 min 94°C/5 min 
2. denaturácia 94°C/30 s 95°C/30 s 95°C/1 min 94°C/1 min 
3. pripojenie primérov 55°C/30 s 55°C/30 s 55°C/1 min 51°C/30 s 
4. syntéza DNA 72°C/30 s 72°C/60 s 72°C/2 min 72°C/1 min 
5. 
dosyntetizovanie 
reťazca v poslednom 
kroku 
72°C/10 min 72°C/10 min 72°C/5 min 72°C/5 min 
 
počet cyklov 30 30 30 30 
5.6 PCR v reálnom čase 
Ku kvantifikácii bola použitá metóda absolútnej kvantifikácie, kedy bolo na základe 
kalibračnej krivky priamo odčítané množstvo cieľovej DNA v zmesi pre PCR. Štatistické 
vyhodnotenie výsledkov prebehlo za pomoci softwaru PCR cykéru RotorGene 6000 
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(verzia 1. 7. 87). Zodpovedajúce množstvo DNA bolo vypočítané pomocou cq hodnoty 
z kalibračnej krivky. Reakčná účinnosť (r. e.) bola vypočítaná pomocou lineárnej regresie 
sklonu amplifikačných kriviek (M) (Rovnica 1). Robustnosť metódy bola odhadnutá na 
základe korelačného koeficientu lineárnej regresie (R2). 
Pomocou fenolovej extrakcie bola z kontrolných kmeňov izolovaná DNA v koncentrácii 
a čistote vhodnej pre PCR. Následne bola desiatkovým riedením pripravená kalibračná krivka 
pre rod Lactobacillus, a päťkovým riedením kalibračná krivka pre kvasinky. 
Sekvencie použitých primérov a veľkosť produktov PCR zodpovedajúcich PCR produktov 
sú rovnaké ako pre konvenčnú PCR a sú uvedené v tabuľke 6. Zloženie zodpovedajúcich 
zmesí pre PCR v reálnom čase je uvedené v tabuľke 8. Všetky komponenty pre PCR boli pred 
použitím skontrolované, opatrne premiešané a scentrifugované. Výsledný objem zmesi pre 
PCR bol 25 μl. 






1. voda pre PCR 12 
2. 2× SYTO-9 Master-Mix Top-Bio 10 
3. primér F(10 pmol/μl) 1 
4. primér R (10 pmol/μl) 1 
5. DNA matrica (10 ng/μl) 1 
Ako DNA matrica bola použitá DNA izolovaná z výrobkov neriedená DNA pre kvasinky 
(tabuľka 9). U negatívnej kontroly bolo namiesto matrice DNA pridané ekvivalentné 
množstvo vody. U pozitívnej kontroly bola ako matrica DNA použitá DNA z príslušného 
kontrolného kmeňa nariedená na 10 ng/µl. Amplifikácia prebehla pomocou qPCR cykléru 
RotorGene 6000 (Corbett Research, Austrália). Program amplifikácie bol zhodný 
s programom pre konvenčnú PCR (tabuľka 7). Fluorescencia bola snímaná v treťom kroku 
cyklu. Po prebehnutí amplifikácie bola zaradená analýza krivky topenia (ďalej Melt analýza). 
Počas Melt analýzy sa zvyšuje teplota od 50 °C do 95 °C, pričom po každom zvýšení teploty 
o 1 °C je po dobu 1 s snímaná fluorescencia vzorky. 
5.7 Agarózová gélová elektroforéza produktov PCR 
Pre všetky produkty PCR (pre doménu Bacteria, rod Lactobacillus i Bifidobacterium a pre 
kvasinky) boli pripravené gély podľa nasledujúceho postupu: 
 bol pripravený 1,8% agarózový gél (1,8 g agarózy, 100 ml 0,5× TBE pufru), ktorý 
následne tuhol 30 minút 
 bolo zmiešaných 25 μl DNA s 5 μl nanášacieho pufru a 15 μl zmesi bolo 
nanesených na gél 
 vanička s gélom bola prevrstvená 0,5× TBE pufrom a bol zapnutý zdroj napätia 
(80 V/1,5 hodiny) 
 po skončení elektroforézy bol gél ponechaný v roztoku etídiumbromidu (0,5 μl/ml) 
po dobu 30 minút 
 gél bol opláchnutý v destilovanej vode, umiestnený na transiluminátor 
a vyfotografovaný  
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6 VÝSLEDKY 
6.1 Izolácia DNA z tabliet pomocou magnetického nosiča 
Zo 100 µl hrubých lyzátov buniek štyroch rôznych tabliet potravinového doplnku 
Pangamin (A–D) uvedených v tabuľke 2, z ktorých dve boli po expirácii, bola pomocou 
magnetických častíc Fkol 135 ox izolovaná DNA (podľa postupu 5.2.3). Izolácia prebehla 
u každého výrobku (A–D) z troch tabliet (1–3). Z každej tablety bola DNA izolovaná v troch 
opakovaniach. 
6.2 Stanovenie koncentrácie a čistoty izolovanej DNA 
Koncentrácia a čistota DNA izolovanej magnetickými časticami bola overená 
spektrofotometricky pomocou NanoPhotometra
TM. Výsledky spektrofotometrického 
stanovenia koncentrácie a čistoty sú uvedené v tabuľke 9. 
Tabuľka 9 Spektrofotometrické stanovenie koncentrácie a čistoty bakteriálnej DNA 
tableta A230 A260 A280 A320 A260/280 c [ng/μl] 
A1 
0,035 0,081 0,061 0,025 1,556 28,0 
0,003 0,059 0,048 0,019 1,379 20,0 
0,047 0,061 0,047 0,017 1,467 22,0 
A2 
0,059 0,082 0,063 0,024 1,487 29,0 
0,064 0,086 0,067 0,025 1,452 30,5 
0,087 0,096 0,074 0,029 1,489 33,5 
A3 
0,053 0,071 0,056 0,022 1,441 24,5 
0,062 0,075 0,060 0,023 1,405 26,0 
0,060 0,075 0,058 0,023 1,486 26,0 
B1 
0,211 0,339 0,203 0,049 1,883 145,0 
0,228 0,352 0,211 0,053 1,892 150,0 
0,209 0,340 0,203 0,050 1,895 145,0 
B2 
0,083 0,191 0,131 0,046 1,726 77,5 
0,184 0,267 0,175 0,056 1,773 106,0 
0,199 0,281 0,185 0,059 1,762 111,0 
B3 
0,144 0,203 0,140 0,049 1,692 77,0 
0,150 0,206 0,143 0,050 1,667 78,0 
0,161 0,216 0,149 0,052 1,691 82,0 
C1 
0,125 0,185 0,146 0,066 1,487 59,5 
0,079 0,159 0,129 0,060 1,435 49,5 
0,131 0,191 0,152 0,069 1,470 61,0 
C2 
0,112 0,172 0,138 0,065 1,466 53,5 
0,115 0,172 0,139 0,066 1,452 53,0 
0,122 0,177 0,144 0,067 1,424 55,0 
C3 
0,124 0,166 0,134 0,061 1,438 52,5 
0,121 0,161 0,127 0,059 1,500 51,0 




tableta A230 A260 A280 A320 A260/280 c [ng/μl] 
D1 
0,132 0,149 0,118 0,050 1,456 49,5 
0,133 0,148 0,116 0,049 1,478 49,5 
0,132 0,147 0,115 0,049 1,485 49,0 
D2 
0,043 0,090 0,076 0,035 1,341 27,5 
0,090 0,077 0,062 0,022 1,375 27,5 
0,063 0,096 0,078 0,037 1,439 29,5 
D3 
0,040 0,069 0,057 0,021 1,333 24,0 
0,084 0,057 0,047 0,016 1,323 20,5 
0,047 0,069 0,057 0,021 1,333 24,0 
DNA bola izolovaná zo všetkých tabliet v rôznom množstve od 20 ng/µl do 150 ng/µl. 
6.3 Konvenčná PCR 
Pre PCR špecifickú pre doménu Bacteria bola použitá DNA zriedená na 10 ng/μl, pre 
rodovo špecifické PCR Lactobacillus, Bifidobacterium a kvasinky bola použitá neriedená 
DNA (tabuľka 9). PCR bola pripravená podľa postupov v kapitole 5.5. 
6.3.1 PCR špecifická pre doménu Bacteria 
Prítomnosť bakteriálnej DNA bola overená pomocou PCR s primérmi špecifickými pre 
doménu Bacteria – F_eub a R_eub [17]. Výsledky gélovej elektroforézy produktov PCR sú 











2 pozitívna kontrola 10,0 +++ 
3 rebríček     
4 A1 10,0 ++ 
5 A2 10,0 ++ 
6 A3 10,0 ++ 
7 B1 10,0 ++ 




v PCR zmesi [ng] 
detekcia PCR 
produktov 
9 B3 10,0 ++ 
10 C1 10,0 ++ 
11 C2 10,0 ++ 
12 C3 10,0 ++ 
13 D1 10,0 ++ 
14 D2 10,0 ++ 
15 D3 10,0 ++ 
+, ++, +++ produkty PCR o rôznej intenzite 
–  produkty PCR nedetegované 
Obrázok 1 Agarózová gélová elektroforéza produktov PCR špecifických pre doménu Bacteria 
(466 bp) [17] 
Pomocou PCR bol detegovaný špecifický produkt (466 bp) po amplifikácii DNA 
izolovanej zo všetkých tabliet. Vo všetkých výrobkoch bola preukázaná prítomnosť 
bakteriálnej DNA. 
6.3.2 PCR špecifická pre rod Lactobacillus 
Prítomnosť DNA rodu Lactobacillus bola overená pomocou PCR so špecifickými 
primérmi LbLMA 1 a R 16-1 [18]. Pre PCR bolo použitých 5 µl neriedenej DNA. Výsledky 




v PCR zmesi [ng] 
detekcia PCR 
produktov 
1 negatívna kontrola 0,0 – 
2 pozitívna kontrola 10,0 +++ 
3 rebríček 
  
4 A1 116,5 + 





v PCR zmesi [ng] 
detekcia PCR 
produktov 
6 A3 112,5 + 
7 B1 733,5 +++ 
8 B2 491,0 +++ 
9 B3 395,0 +++ 
10 C1 283,5 +++ 
11 C2 269,0 +++ 
12 C3 259,0 +++ 
13 D1 247,5 – 
14 D2 141,0 – 
15 D3 114,0 – 
+, ++, +++ produkty PCR o rôznej intenzite 
–  produkty PCR nedetegované 
Obrázok 2 Agarózová gélová elektroforéza produktov PCR špecifických pre rod Lactobacillus 
(250 bp) [18] 
Pomocou PCR bola vo všetkých vzorkách detegovaná prítomnosť DNA rodu 
Lactobacillus. Špecifické produkty PCR (250 bp) rôznej intenzity boli detegované po 
amplifikácii DNA vo všetkých tabletách okrem tablety D (dátum expirácie 14. 10. 2004). 
6.3.3 PCR špecifická pre rod Bifidobacterium 
Pre rod Bifidobacterium boli amplifikované fragmenty DNA (amplikóny) o veľkosti 
231 bp pomocou primérov F all bif a R all bif [19]. Ako kontrola bola amplifikovaná DNA 
o koncentrácii 10 ng/µl a nižšej (K1–K7) Pre PCR bolo použitých 5 μl neriedenej DNA. 








v PCR zmesi [ng] 
detekcia PCR 
produktov 
1 negatívna kontrola 
 
0,00 – 
2 pozitívna kontrola 10,00 10,00 +++ 
3 Rebríček 
   
4 K1 10,00 10,00 +++ 
5 K2 2,00 2,00 +++ 
6 K3 0,40 0,40 +++ 
7 K4 0,08 0,08 ++ 
8 K5 1,60∙10−2 1,60∙10−2 + 
9 K6 3,20∙10−3 3,20∙10−3 – 




12 A2 155,00 – 
13 A3 112,50 – 
14 B1 733,50 + 
15 B2 491,00 + 
16 B3 395,00 + 
17 C1 283,50 – 
18 C2 269,00 – 
19 C3 259,00 – 
20 D1 247,50 + 
21 D2 141,00 + 
22 D3 114,00 – 
+, ++, +++ produkty PCR o rôznej intenzite 
–  produkty PCR nedetegované 
Obrázok 3 Agarózová gélová elektroforéza produktov PCR špecifických pre rod 
Bifidobacterium (231 bp) [19] 
Produkty PCR rôznej intenzity boli detegované po amplifikácii rôzneho množstva 
kontrolnej DNA (K1–K5, obrázok 3). Produkty PCR slabej intenzity boli detegované po 
amplifikácii DNA z tabliet výrobku B a z dvoch tabliet výrobku D. 
6.3.4 PCR špecifická pre kvasinky 
Metóda konvenčnej PCR stanovenia kvasiniek bola do laboratória novo zavedená. 
Pri stanovení kvasiniek boli amplifikované fragmenty DNA o veľkosti 152 bp pomocou 
primérov Oli-F a Oli-R [20]. Pre PCR boli použité 3 µl neriedenej DNA. 








v PCR zmesi [ng] 
detekcia PCR 
produktov 
1 negatívna kontrola 
 
0,00 – 
2 pozitívna kontrola 10,00 10,00 +++ 
3 Rebríček 
   
4 K1 758,00 10,00 +++ 
5 K2 151,60 2,00 +++ 
6 K3 30,32 0,40 +++ 
7 K4 6,06 0,08 +++ 
8 K5 1,21 1,60∙10−2 +++ 
9 K6 0,24 3,20∙10−3 +++ 




12 A2 31,00 +++ 
13 A3 25,50 +++ 
14 B1 146,67 +++ 
15 B2 98,16 +++ 
16 B3 79,00 +++ 
17 C1 56,67 +++ 
18 C2 53,83 +++ 
19 C3 51,83 +++ 
20 D1 49,33 +++ 
21 D2 28,17 +++ 
22 D3 22,83 +++ 
+, ++, +++ produkty PCR o rôznej intenzite 
–  produkty PCR nedetegované 
Obrázok 4 Agarózová gélová elektroforéza produktov PCR špecifických pre kvasinky 
(152 bp) 
Intenzívne produkty PCR boli detegované po amplifikácii DNA zo všetkých tabliet 
všetkých výrobkov. Pomocou PCR bol vo všetkých vzorkách detegovaný fragment o veľkosti 
152 bp, preukazujúci prítomnosť DNA kvasiniek. 
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6.3.5 Zhrnutie výsledkov konvenčnej PCR 
Zrovnanie výsledkov konvenčnej PCR s údajmi deklarovanými výrobcom sú uvedené 
v tabuľke 10. 







































+/+ –/+ +/+ +/+ 14.10.2004 
+/+ prítomnosť overená experimentálne/prítomnosť udaná výrobcom 
+ detegovaná prítomnosť 
– nedetegovaná prítomnosť 
Prítomnosť všetkých deklarovaných mikroorganizmov uvedených výrobcom bola overená 
pomocou konvenčnej PCR iba u výrobku B (expirácia 26. 10. 2014). U výrobku A (expirácia 
23. 1. 2014) bola preukázaná prítomnosť DNA buniek domény Bacteria a Lactobacillus 
(výrobca neuvádza) a DNA kvasiniek (v súlade s údajmi od výrobcu). U výrobkov C a D po 
expirácii bola vo všetkých výrobkoch deklarovaná bakteriálna DNA a DNA kvasiniek. 
Prítomnosť DNA Lactobacillus a Bifidobacterium bola preukázaná len v niektorých tabletách. 
6.4 PCR v reálnom čase 
PCR v reálnom čase bola vykonaná pre stanovenie kvasiniek za použitia celkovej DNA 
(tabuľka 9). PCR bola pripravená podľa postupov v kapitole 5.6. Pre prípravu kalibračnej 
krivky bola použitá purifikovaná DNA (kapitola 5.2.4). 
6.4.1 PCR v reálnom čase špecifická pre kvasinky 
Pre detekciu kvasiniek boli amplifikované fragmenty DNA (amplikóny) pomocou 
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primérov Oli-F a Oli-R [20]. Na obrázku 5 je uvedená kalibračná krivka. Na obrázku 6 je 
uvedená závislosť normalizovanej fluorescencie na počte cyklov PCR s výsledkami 
kvantifikácie cieľovej DNA. Na obrázku 7 je uvedená analýza kriviek topenia produktov 
PCR. Veľkosť produktov PCR bola overená pomocou agarózovej gélovej elektroforézy 
(obrázok 8). 
 
modré body  body kalibračnej krivky K1–K7 (758–0,05 ng/µl) 
červené body  DNA z tabliet testovaných výrobkov (A–D) 
Obrázok 5 Kalibračná krivka PCR v reálnom čase pre kvasinky 
 










5,57 758,00 636,88 
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K2 7,19 151,60 199,29 
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K3 9,55 30,32 37,02 
4 
 
K4 12,35 6,06 5,00 
5 
 
K5 14,60 1,21 1,00 
6 
 
K6 16,81 0,24 0,21 
7 
 
K7 18,50 0,05 0,06 
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A2 13,28 2,57 
10 
 









B2 8,75 65,27 
13 
 









C2 13,43 2,31 
16 
 









D2 10,03 26,17 
19 
 
D3 10,68 16,47 
cq   prahový cyklus fluorescencie 
ružové krivky  body kalibračnej krivky (K1–K7) 
fialové krivky  tablety A 
modré krivky  tablety B 
zelené krivky  tablety C 
oranžové krivky tablety D 
Obrázok 6 Závislosť normalizovanej fluorescencie na počte cyklov a kvantifikácia DNA 
kvasiniek 
 
ružové krivky  body kalibračnej krivky (K1–K7) 
fialové krivky  tablety A 
modré krivky  tablety B 
zelené krivky  tablety C 
oranžové krivky tablety D 









1 negatívna kontrola 
 
– 
2 pozitívna kontrola 10,00 +++ 
3 rebríček 
  
4 K1 758,00 +++ 
5 K2 151,60 +++ 
6 K3 30,32 +++ 
7 K4 6,06 +++ 
8 K5 1,21 +++ 
9 K6 0,24 +++ 




12 A2 +++ 
13 A3 +++ 
14 B1 +++ 
15 B2 +++ 
16 B3 +++ 
17 C1 +++ 
18 C2 +++ 
19 C3 +++ 
20 D1 +++ 
21 D2 +++ 
22 D3 +++ 
+, ++, +++ produkty PCR o rôznej intenzite 
–  produkty PCR nedetegované 
Obrázok 8 Agarózová gélová elektroforéza produktov PCR v reálnom čase pre kvasinky 
Pomocou PCR v reálnom čase bola v rôznom množstve vo všetkých tabletách preukázaná 
prítomnosť DNA kvasiniek. Boli amplifikované produkty PCR s teplotou topenia 85 °C 
a o veľkosti 152 bp. 
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6.5 Zhrnutie výsledkov PCR v reálnom čase 
Zhrnutie výsledkov kvantifikácie DNA kvasiniek v tabletách výrobkov je spolu 
s množstvom DNA kvasiniek [%] v celkovej DNA uvedená v tabuľke 11. 











23,33 2,35 10,07 
31,00 2,57 8,29 
25,50 4,40 17,25 
B 
146,67 102,99 70,22 
98,16 65,27 66,49 
79,00 55,67 70,47 
C 
56,67 4,84 8,54 
53,83 2,31 4,29 
51,83 6,79 13,10 
D 
49,33 18,45 37,40 
28,17 26,17 92,90 
22,83 16,47 72,14 




7.1 Izolácia DNA pomocou magnetického nosiča 
Zo vzoriek tabliet potravinových doplnkov Pangamin BIFI, Pangamin B12 a Pangamin 
BIFI PLUS boli pripravené hrubé lyzáty buniek. DNA bola izolovaná zo 100 µl hrubého 
lyzátu buniek. Z každého zo 4 výrobkov boli spracované 3 paralelné vzorky, z ktorých bola 
následne izolovaná DNA pomocou magnetických častíc. Prítomnosť bakteriálnej DNA bola 
dokázaná gélovou elektroforézou hrubých lyzátov. 
Pomocou magnetických častíc Fkol 135 ox bola izolovaná DNA v koncentrácii vhodnej 
pre PCR. 
7.2 Stanovenie koncentrácie a čistoty izolovanej DNA 
Spektrofotometricky bola stanovená koncentrácia a overená čistota izolovanej DNA 
(pomer hodnôt A260/A280). Pomer absorbancií čistej DNA by sa mal pohybovať v rozmedzí 
1,8 až 2,0. Ak by vzorka obsahovala proteíny, pomer by bol menší ako 1,8, v prípade obsahu 
RNA by bol pomer väčší ako 2,0 [1]. 
DNA izolovaná magnetickými časticami z reálnych vzoriek potravinových doplnkov 
Pangamin bola získaná v koncentrácii a čistote vhodnej pre PCR. 
7.3 Polymerázová reťazová reakcia 
Na základe rodovo špecifickej PCR s použitím špecifických primérov pre doménu 
Bacteria [17], rod Lactobacillus [18], Bifidobacterium [19] a kvasinky [20] bola overená 
prítomnosť týchto mikroorganizmov vo výrobkoch tabliet Pangamin BIFI, Pangamin B12 
a Pangamin BIFI PLUS. 
7.3.1 PCR špecifická pre doménu Bacteria 
Pre dôkaz prítomnosti bakteriálnej DNA boli použité priméry F_eub a R_eub [17]. Boli 
amplifikované produkty PCR o veľkosti 466 bp. Množstvo použitej DNA pre amplifikáciu 
bolo 1 µl a táto DNA obsahovala približne 10 ng/µl. Produkty PCR boli následne detegované 
gélovou elektroforézou v 1,8% agarózovom géle. Veľkosť je možné určiť na základe 
zrovnania so štandardmi [1]. 
U všetkých vzoriek bolo amplifikované dostatočné množstvo produktov PCR o približne 
rovnakej intenzite. U všetkých vzoriek bola preukázaná prítomnosť bakteriálnej DNA. 
7.3.2 PCR špecifická pre rod Lactobacillus 
Pre dôkaz prítomnosti baktérií rodu Lactobacillus boli použité priméry LbLMA 1 a R 16-1 
[18]. Boli amplifikované produkty PCR o veľkosti 250 bp. Použitá DNA bola neriedená 
v množstve až 5 μl. Produkty PCR boli následne detegované gélovou elektroforézou v 1,8% 
agarózovom géle. 
Dostatočné množstvo produktov PCR bolo amplifikované vo výrobkoch B a C. 
Vo výrobkoch A boli produkty PCR slabo detegované. To nesúhlasí s údajmi od výrobcu, 
ktorý neuvádza prítomnosť bakteriálnych buniek rodu Lactobacillus. To mohlo byť spôsobené 
tým, že došlo ku kontaminácii výrobku A, prípadne mohlo dôjsť ku kontaminácii pri 
spracovávaní vzoriek počas experimentu. Vo výrobku D je pravdepodobným dôvodom nielen 
dlhá doba po expirácii (8 rokov), ale aj citlivosť PCR. Najnižšie množstvo DNA, ktoré je 
amplifikovateľné za daných podmienok a ktoré vedie k detekcii špecifických produktov 
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pomocou agarózovej gélovej elektroforézy je 500 pg [21]. 
Vysoká intenzita produktov PCR vo výrobkoch B a C bola spôsobená vysokou 
koncentráciou DNA izolovanou z hrubých lyzátov buniek pomocou magnetických častíc (B –
 priemerná koncentrácia 100 ng/µl, C – priemerná koncentrácia 50 ng/µl). Cieľovej DNA je 
ale vo vzorku výrazne menej, čo bolo pravdepodobne spôsobené prítomnosťou veľkého 
množstva DNA kvasiniek. 
7.3.3 PCR špecifická pre rod Bifidobacterium 
Pomocou PCR bola vo výrobkoch overená prítomnosť DNA rodu Bifidobacterium. Pre 
dôkaz prítomnosti baktérií rodu Bifidobacterium boli použité priméry F all bif a R all bif [19]. 
Boli amplifikované produkty PCR o veľkosti 231 bp. Bola použitá DNA izolovaná 
z výrobkov (tabuľka 9) v objeme 5 µl. Produkty PCR boli následne detegované gélovou 
elektroforézou v 1,8% agarózovom géle. 
Pre PCR bolo použitých 5 μl neriedenej DNA. Pre stanovenie citlivosti použitej PCR 
metódy bola použitá séria amplifikácií rôzneho množstva DNA izolovanej metódou fenolovej 
extrakcie z hrubých lyzátov buniek čistej kultúry Bifidobacterium animalis CCM 4988T. 
Stanovenie citlivosti detekcie preukázalo, že najnižšia detekovateľná koncentrácia bola 
80 pg/µl (obrázok 3). Rovnako ako v prípade baktérií rodu Lactobacillus bolo pravdepodobne 
množstvo cieľovej DNA výrazne nižšie ako v celkovej DNA. Dostatočné množstvo produktov 
PCR bolo amplifikované vo všetkých tabletách výrobku B a vo 2 tabletách D. 
V tabletách výrobku A nebola prítomná DNA rodu Bifidobacterium, čo potvrdzuje 
informácie od výrobcu. 
V tabletách výrobku C nebola DNA rodu Bifidobacterium detegovaná. To bolo 
pravdepodobne spôsobené nízkou koncentráciou cieľovej DNA preto, že výrobok bol rok po 
expirácii a tiež to mohlo byť spôsobené nízkou citlivosťou PCR. 
V dvoch tabletách výrobku D boli špecifické produkty PCR. V jednej tablete D nebola 
DNA rodu Bifidobacterium detegovaná. Detekcia produktov PCR bola pravdepodobne 
spôsobená nízkou koncentráciou cieľovej DNA preto, že výrobok bol 8 rokov po expirácii. 
Túto PCR je potrebné ďalej optimalizovať. 
7.3.4 PCR špecifická pre kvasinky 
Pre dôkaz prítomnosti kvasiniek boli použité priméry Oli-F a Oli-R [20]. Boli 
amplifikované produkty PCR o veľkosti 152 bp. DNA bola neriedená v množstve 3 μl. 
Produkty PCR boli následne detegované gélovou elektroforézou v 1,8% agarózovom géle. 
Vo všetkých tabletách bolo amplifikované dostatočné množstvo produktov PCR o približne 
rovnakej intenzite a bola preukázaná prítomnosť DNA kvasiniek. 
7.3.5 Diskusia výsledkov konvenčnej PCR 
Vo všetkých výrobkoch Pangamin B12 (A) s nízkou koncentráciou DNA (do 35 ng/µl) bola 
slabo detegovaná prítomnosť baktérií rodu Lactobacillus. To sa nezhoduje s informáciami od 
výrobcu a predpokladáme, že vzorky mohli byť kontaminované buď od výrobcu, alebo sme 
ich kontaminovali pri príprave hrubého lyzátu. Vo všetkých výrobkoch A bola detegovaná 
prítomnosť kvasiniek. 
Vo výrobkoch Pangamin BIFI pred expiráciou (B) s najvyššou koncentráciou DNA (okolo 
100 ng/µl) bola detegovaná prítomnosť baktérií rodu Lactobacillus aj Bifidobacterium. 
Vo výrobkoch výrobkoch B bola tiež detegovaná prítomnosť kvasiniek. 
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Vo výrobkoch Pangamin BIFI po expirácii (C) s koncentráciou DNA okolo 60 ng/µl bola 
detegovaná prítomnosť baktérií rodu Lactobacillus. Baktérie rodu Bifidobacterium neboli 
detegované pravdepodobne z dôvodu nízkej koncentrácie cieľovej DNA a slabej citlivosti 
reakcie. Vo všetkých výrobkoch C bola tiež detegovaná prítomnosť kvasiniek. 
Vo výrobkoch Pangamin BIFI PLUS (D) s nízkou koncentráciou DNA (do 50 ng/µl) 
nebola detegovaná prítomnosť baktérií rodu Lactobacillus, ale v dvoch výrobkoch boli 
identifikované špecifické produkty PCR rodu Bifidobacterium. To bolo spôsobené 
pravdepodobne dlhou dobou po expirácii (8 rokov) a nedostatočnou citlivosťou PCR. Vo 
všetkých výrobkoch D bola aj napriek dlhej dobe po expirácii detegovaná prítomnosť 
kvasiniek. 
Pre lepšiu detekciu prítomnosti baktérií rodu Bifidobacterium by bola pravdepodobne 
vhodná optimalizácia podmienok a zloženia PCR zmesi, hlavne obsahu Mg2+, ktorou 
sa budeme zaoberať v rámci diplomovej práce. 
7.4 PCR v reálnom čase 
Pre dôkaz prítomnosti DNA kvasiniek boli použité priméry Oli-F a Oli-R [20]. Boli 
amplifikované produkty PCR o veľkosti 152 bp a teplote topenia 86 °C. Použitá DNA bola 
neriedená v množstve 1 µl. Produkty PCR boli následne detegované gélovou elektroforézou 
v 1,8% agarózovom géle (obrázok 8). 
Výsledky konvenčnej PCR boli overené metódou PCR v reálnom čase a následne gélovou 
elektroforézou produktov PCR v reálnom čase. K PCR v reálnom čase boli použité kity 
obsahujúce fluorescenčné farbivo SYTO-9, ktoré umožňuje sledovať priebeh amplifikácie. 
Štatistické vyhodnotenie výsledkov prebehlo pomocou softwaru PCR cykléru RotorGene 
6000 (verzia 1. 7. 87). Zodpovedajúce množstvo DNA bolo vypočítané pomocou cq, čo je 
prahový cyklus – predstavuje hodnotu, kedy došlo k prekročeniu prahovej hodnoty 
fluorescencie na počiatku exponenciálnej fázy amplifikácie. Reakčná účinnosť (r. e.) bola 
vypočítaná za pomoci lineárnej regresie sklonu amplifikačných kriviek (M) a robustnosť 
metódy bola odhadnutá pomocou korelačného koeficientu lineárnej regresie (R2) [7]. 
Špecifita produktov PCR bola potvrdená analýzou kriviek topenia. Vo všetkých výrobkoch 
bol detegovaný jeden vrchol o teplote topenia 85 °C. Výsledky analýzy kriviek topenia boli 
potvrdené gélovou elektroforézou produktov PCR, kedy boli detegované fragmenty o veľkosti 
152 bp [20]. Pre vyhodnotenie PCR v reálnom čase bola použitá kalibračná krivka zostrojená 
pomocou DNA izolovanej metódou fenolovej extrakcie z čistej kultúry Saccharomyces 
cerevisiae 21-21-16. Kvalita zostrojenej kalibračnej krivky bola potvrdená na základe 
porovnania parametrov (obrázok 5), (R2), (M) a (r. e.) s požadovanými parametrami pre 
optimálny priebeh amplifikácie (tabuľka 1). Kvantitatívnou analýzou bola zistená hodnota cq 
a pomocou nej boli vypočítané parametre kalibračnej krivky. Všetky parametre spadali do 
optimálnych hodnôt kalibračnej krivky. 
Kvantitatívnou analýzou bola potvrdená prítomnosť cieľovej DNA a zároveň koncentrácia 
DNA v pôvodnom templáte. 
7.4.1 Diskusia výsledkov PCR v reálnom čase 
Vo všetkých výrobkoch bola indikovaná prítomnosť kvasiniek. Aj keď boli koncentrácie 
DNA kvasiniek v tabletách odlišné (rozmedzie 8–70 %), pri detekcii kvasiniek bola intenzita 
produktov PCR približne rovnaká. To bolo spôsobené vysokou koncentráciou DNA kvasiniek 
vo vzorkách.  
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8 ZÁVER 
Teoretická časť bakalárskej práce pojednáva o rôznych molekulárno-biologických 
metódach používaných pri identifikácii mikroorganizmov v potravinových matriciach. 
V experimentálnej časti poli použité metódy PCR a PCR v reálnom čase k identifikácii 
domény Bacteria, baktérií rodu Lactobacillus, baktérií rodu Bifidobacterium a kvasiniek. 
DNA bola izolovaná pomocou magnetických častíc. Do laboratória bola zavedená metóda 
PCR pre identifikáciu a kvantifikáciu DNA kvasiniek.  
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reštrikčná analýza amplifikovanej ribozomálnej DNA 




zmes chloroform-izoamylalkohol 24:1 
prahový cyklus 
fingerprinting amplifikovanej DNA 
2'-deoxyadenozín-5'-trifosfát 
2'-deoxycytidín-5'-trifosfáty 







analýza metylesterov mastných kyselín 
mikročipy funkčných génov 




analýza dĺžky amplifikačných fragmentov 
smernica kalibračnej krivky 
mikroorganizmus 
médium podľa de Mana, Rogosa a Sharpea 
mediátorová ribonukleová kyselina 
chlorid sodný 
stupeň normalizovaného muštomeru (1 kg cukru v 100 l muštu) 
operačne taxonomická jednotka 





kvantitatívna polymerázová reťazová reakcia v reálnom čase 
korelačný koeficient 
náhodne amplifikovaná polymorfná DNA 
účinnosť reakcie 
analýza medzigénových medzerníkov 
ribonukleová kyselina 

















reverzne transkripčná polymerázová reťazová reakcia 
sedimentačný koeficient, 1 S = 10-13s 
dodecylsulfát sodný 
analýza jednovláknového konformačného polymorfizmu 
jednovláknová DNA 
tymín 
termostabilný enzým izolovaný z baktérie Thermus aquaticus 
Tris-borát-EDTA pufor 
Tris-EDTA pufor 
teplotná gradientová gélová elektroforéza 
teplota topenia 
polymorfizmus dĺžky terminálnych reštrikčných fragmentov 
koncové reštrikčné fragmenty 





Výsledky bakalárskej práce budú prezentované na konferencii Microbiology 
and Immunology of Mucosa – Probiotics Conference 2013, ktorá sa bude konať 28–31 mája 
2013 v Kudowa Zdrój.  
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